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(57) Abstract: The invention concerns a method for transporting an analyte present in a sample, a method for concentrating an 
analyte present in a sample, and a device for implementing said methods. The method for transporting an analyte present in a sample 
consists in preparing a solution A from the sample wherein the analyte is fixed on magnetic particles; introducing solution A in a 
first container connected via a bottie-neck to a second container; displacing with a magnetic system the analyte fixed on magnetic 
particles from the first container to the second container via the bottle-neck; the second container being filled with all or part of 
solution A and/or with another solution. 
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(57) Abr^g^ : La pr6sente invention se rapporte h un procedd de transport d*un analyte present dans un 6chantillon. h un proc6d6 
de concentration d'un analyte present dans un ^hantillon, et k un dispositif pour la mise en oeuvre de ces pix)c^6s.Dans le proc6d6 
de transport d'un analyte present dans un ^chantillon de la pr&ente invention, on prepare k partir de Techantillon une solution A 
dans laquelle Tanalyte est fix6 sur des particules magnetiques ; on introduit la solution A dans un premier contenant reli6 via un 
goulet d'6tranglement h un deuxifeme contenant ; et on deplace au moyen d*un systfeme magn^tique Tanalyte fix6 sur les particules 
magnetiques du premier contenant au deuxi^me contenant via le goulet d*6tranglement ; le deuxi^me contenant fitant rempli par tout 
ou partie de la solution A et/ou par une autre solution. 
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PROCEDES ET DISFOSITIFS DE TRANSPORT ET DE 
CONCENTRATION D'DN ANALYTE PRESENT DANS UN ECHANTILLON 

DESCRIPTION 

5 Domaine technique 

La present e invention se rapport e Sl un procSdg de 
transport d'un analyte present dans un Schantillon, S 
un procedS.de concentration d'un analyte present dans 
un Schantillon, et S un dispositif pour la mise en 

10 oeuvre de ces procidSs. 

Elle s'inscrit' dans tous les domaines dans 
lesquels il existe un besoin de transporter un analyte 
d'une premiere solution S une deuxiSme solution, ceci 
par example pour des raisons d' incompatibilite de la 

15 solution constitute par 1' echantillon, ou d' elements, 
presents dans cette solution, avec un reactif ou un 
precede chimique ciblant 1' analyte. 

Elle s'inscrit egalement dans tous les domaines 
dans lesquels il existe un besoin de concentrer un 

20 analyte pour pouvoir le mettre en evidence par example 
en le f aisant reagir avec un reactif par ' exemple de 
transformation et/ou de mise en evidence de 1' analyte. 

Par exemple, de nombreux tests de diagnostic in 
vitro consistent a faire reagir chimiquement un analyte 

25 recherche* 'avec un reactif adSquat. Le ou un des 
produits de la reaction est ensuite detects directement 
ou indirectement . 

On peut citer par exemple les tests immunologiques 
dans lesquels la reaction chimicjue est une 

30 reconnaissance anticorps/antigSne, ou de fagon plus 
gSnSrale une reaction proteine/ligand, et les tests par 
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sondes d'acide(s) nucl6ique(s) dans lesquels on d€tecte 
une hybridation entre acides nucleiques. 

Un test de diagnostic est d'autant meilleur qu'il 
prfisente la fois une sensibility et une specificitS 
5 elevSes. II est d'autant plus sensible qu'il permet de 
d^tecter une quantity faible d'analyte recherche. II 
est d'autant plus specif ique qu'il n'est positif que 
pour I'analyte recherche et non pour des analytes 
serablables 

10 On entend par analyte tout ou partie de corpuscule 

ou molecule que I'on desire isoler, changer de milieu 
et/ou concentrer pour gtre utilisS et/ou mis en 
Evidence tel qu'un microorganisme, une bacterie/ un 
champignon, un virus, une cellule eucaryote ; un 

15 compose chimique ; une molecule telle qu'un peptide, 
une proteine, un enzyme, un polysaccharide, un lipide, 
une lipoproteine, un lipopolysaccharide, un acide 
nucleigue, une hormone, un antigene, un anticorps, uii 
facteur de croissance, un haptene ; une cellule telle 

20 qu'une cellule tumorale etc- 

Etat de la techniq[ue 

De nombreux tests de diagnostic sont realises 
apres des etapes d' extraction des analytes cibles. des 

25 echantillons biologiques, de purification pour eliminer 
des produits parasites qui penalisent les performances 
du test, de concentration des analytes cibles pour 
augmenter la quantity d' analyte par unit6 de volume de 
tampon, et de mise en solution des analytes cibles dans 

30 un tampon pour les rendre accessibles chimiquement . 

En outre, pour augmenter la sensibilite et la 
specif icite d'un test permettant de raettre en Evidence 
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un analyte, il est parfois nScessaire de riduire le 
volume du tampon dans lequel se trouve les exemplaires 
de I'analyte recherche, tout en conservant 
1' integrality de ce dernier. 
5 Les biologistes ont des moyens tout a fait 

classiques de concentration d'un analyte utilisant 
notamment des techniques de centrifugation, de 
filtration et/ou de sidimentation magnStique. Ces 
techniques . nScessitent des transf erts de solutions et 
10 des manipulations de 1' analyte qui conduisent i une 
reduction inevitable* de la quantity d' analyte 
analy sable. 

Par exemple dans les proc€d6s de centrifugation et 
de sedimentation magnet ique, les etapes de 

15 centrifugation ou de sedimentation magnetique 
proprement dites peuvent devoir etre repet^es plusieurs 
fois, la limits du nombre de repetitions ^tant imposee 
par le volume minimal de solution qui peut §tre 
manipule facilement et de facjon fiable avec une pipette 

20 classique. Ce volume minimal est de I'ordre de la 
dizaine de micro-litre. En-de^a, on perd du liquide et 
done de 1' analyte en le transportant dans ' des "gros" 
contenants tels que des c6nes de pipettes, des flacons, 
etc. En outre r il se pose des probldmes d • Evaporation 

25 et d' adsorption sur les parois des contenants lors de 
ces manipulations. 

Dans le- cas d'une concentration faible d' analyte 
dans I'Schantillon au depart, ceci peut provoqaer la 
disparition totale de 1' analyte ou une diminution de sa 

30 quantity telle qu' il peut devenir indetectable . 
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Outre les inconvenients precites, ces 
manipulations sont* couteuses en materiel et prennent 
beaucoup de temps. 

Ceci reste un probl^me constant pour de nombreuses 
5 applications industrielles, par exemple la detection de 
microorganismes pathogdnes dans un preldvement 
biologique ou un fichantillon industriel. 

II existe done un r§el besoin d'un procSd§ et d'un 
dispositif .permettant de faire passer un analyte d'une 
10 premiSre solution Sl une deuxidme solution et/ou de 
concentrer un analyte tout en conservant la quantity 
d' analyte pr^sente au depart, ceci par exemple afin 
d'accroltre la sensibilitS et la specif icit^ des tests 
de diagnostic et de toute reaction chimique dirigee 
15 vers 1' analyte, et de pallier les inconvenients 
prScites. 

La present e invention r^pond a ce besoin, et 
pr€sente non seulement I'avantage de pallier aux 
inconvenients precites, mais aussi de nombreux autres 
20 avantages que I'homme du metier ne manquera pas de 
relever . 

Expose de 1' invention 

La prSsente invention foumit un precede de 
25 transport d'un analyte present dans un echantillon dans 
lequel ' : " 

on prgpare a partir de 1' echantillon une 
solution A dans laquelle 1' analyte est fixS sur des 
particules magnetiques, 
30 - on introduit la solution A dans un premier 

contenant relie via un goulet d' 6tranglement k un 
deuxiSme contenant, et 
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on deplace au moyen d'un systSme magnetique 
I'analyte fixe sur les particules magngtiques du 
premier contenant au deuxieme contenant via le goulet 
d' etranglement , 

5 le deuxiSme contenant Stant rempli par tout ou partie 
de la solution A et/ou par une autre solution, 

II est k noter cjpji'il est Sgalement possible que la 
preparation de 1 'echantillon dans laquelle I'analyte 
est fixe sur les particules magnStiques peut Stre 
10 realisSe directement dans le premier contenant. Ceci 
est ggalement valable pour les precedes de 
concentration exposes ci-dessous. 

Par transport de I'analyte au sens de la presente 
invention, on entend deplacement de I'analyte d'un 
15 contenant a un autre contenant, avec ou sans le milieu 
liquide dans lequel I'analyte est present. L'utilite 
d'un tel transport obtenu grSce au precede et au 
dispositif de la presente invention, ainsi que les 
applications et avantages qui en d^coulent apparaitront 
20 clairement a I'homme du metier a la lecture de la 
presente description. 

La presente invention fournit egalement' un proc^dS 
de concentration d'un analyte present dans un 
echantillon dans lequel : 
"25 - on prepare a partir de 1' echantillon une 

solution A dans laquelle I'analyte est fixe sur deis 
particules magnetiques, 

on introduit la solution A dans un premier 
contenant de volume a relig via un goulet 
30 d' Stranglement k un deuxiSme contenant de volume p, le 
volume p ^tant plus petit que le volume a, et 
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on deplace au moyen d'un systdme magnetique 
I'analyte fixe sur les particules magnetiques du 
premier contenant au deuxieme contenant via le goulet 
d' gtranglement , 

5 le deiixidme contenant Stant ren^li par la solution A 
et/ou par une autre solution. 

Les analytes sont dSfinis ci-dessus. 
La preparation de la solution A i. partir de 
I'Schantillpn comprend une 6tape dans laquelle 
10 I'analyte est fix^ de preference de fagon reversible 
sur des particules magnetiques. L'utilite de cette 
reversibilite est expliquee ci-dessous. 

Les particules magnetiques ont une taille adequate 
notamment avec I'analyte ^ isoler, et avec le volume de 
15 solution A. Elles peuvent etre de taille sub- 
micrometrique par exemple lorsque I'analyte est une 
molecule. 

La quantite de particules utilisee est fonction 
notamment de la nature et de la quantite d'analyte a 

20 fixer, elle est de preference en nombre suffisant pour 
fixer la totalite de I'analyte. Les particules 
magnetiques utilisables dans le precede de la presente 
invention peuvent etre par exemple des produits tels 
que ceux de la marque de commerce Dynabeads de la 

25 societe Dynal (Norvege) ou MACS de la societe Miltenyi 
Biotec (Allemagne) , ou encore des produits de la 
societe Immunicon Corp. (USA) . 

D'une maniere generale, les particules magnetiques 
utilisables sont classiquement utilisees en biologie 

30 moieculaire et cellulaire. Elles doivent §tre en 
particulier superparamagnetiques afin de rediffuser 
spontanement aprSs annulation du champ magnetique. 
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Des examples de protocoles de fixation ou de 
capture de I'analyte sur les particules magn^tiques 
peuvent etre trouves par exemple dans les references 
Bioscience Product Catalo^e 2000, et Miltenyi Biotec, 
5 Tri Magnetique de Cellules, Separation de hiomolecules 
1999. Les principales particules disponibles sont les 
particules de Dynal, Seradyn, BioMag, Spherotec ou 
Estapor (marques d^pos6es) . De telles particules 
peuvent §tre revStues d' oligonucleotides de capture, 

10 par adsorption ou covalence. Les documents 
US-A-4,672,040 et US-A-5, 750 , 338 dScrivent des procedis 
utilisables pour la prSsente invention- Un mode de 
realisation particulidrement intSressant ' de 'ces 
particules magn^tiques est dScrit daris les demandes de 

15 brevet deposees par I'un des demandeurs sous les 
references suivantes : 

- PCT/FR 97/00912 sous priority frangaise du 
24 mai 1996, et 

- PCT/FR 99/00011 SOUS priority frangaise du 
20 6 janvier 1998. 

Dans la derniere de ces demandes de brevet, il 
s'agit de particules magnetiques thermosensibles ayant 
chacune un noyau magnetique recouvert d*une couche 
intermediaire. . La couche interm^diaire est elle-meme 

25 recouverte par une couche externe a base d'un polymdre 
susceptible d'interagir avec au moins une molecule 
biologique, le polymere externe est thermosensible et 
presente une temperature critique infer ieure ^de 
solubilite (LCST) predeterminee comprise entre 10 et':. 

30 100°C et de preference entre 20 et 60 °c. Cette couche 
externe est synthetisee a partir de monomdres 
cationiques, qui genirent un polymere ayant la capacite 
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de lier les acides nuclSiques. Cette couche 
intermSdiaire isole les charges magnet iques du noyau, 
afin d'gviter les problemes d' inhibition des techniques 
d' amplification de ces acides nuclSiques. 
5 Selon 1' invention, I'analyte fix6 reversiblement 

sur les particules magnetiques peut etre lib^re 
desdites particules dans le deuxieme contenant. En 
effet, il peut §tre ngcessaire de libgrer I'analyte 
pour qu'il puisse accSder plus facilement, ou Stre plus 

10 facilement accessible, S des rSactifs chimiques et/ou 
aux moyens utilises poiir le mettre en evidence. 

Selon 1' invention, les particules magnetiques 
lib§rees de I'analyte peuvent Stre d^placSes hors" du 
deuxidme contenant au moyen d'un systeme magngtique. 

15 Ceci peut Stre utile par exemple pour €viter toute 
interaction pr^judiciable des particules avec les 
analytes liber^s et/ou avec des reactifs chimiques 
et/ou des moyens utilis6s pour le mettre en Evidence, 

Selon 1 ' invention, la liberation de 1 ' analyte 

20 recherche, ou elution de I'analyte, peut etre effectu^e 
par exemple dans una solution tampon par exemple par 
chauf f age ou un autre precede adequat . Les proced§s de 
liberation utilisables sont tous les precedes 
classiques de I'etat de I'art. Les techniques 

25 chromatographiques offrent toute une panoplie de 
techniques de liberation de protSines ou autre ligand 
utilisables dans le precede de la presente invention, 
telles qu'un changement de pH ou un changement de force 
ionique, ou un changement de solvant, ou encore le 

30 passage en tampon contenant de I'EDTA ou toute autre 
substance chelatante des cations metall iques si 
I'analyte est fixS k la particule par une technique de 
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raetal-chelate. Si I'analyte est un oligonucleotide, on 
peut par example chauffer a une temperature de 50 i 
60^C pour un oligonucleotide de longueur de 15 i 25 
bases pour dissocier tous les analytes des particules 
5 magnetiques. 

Selon 1' invention, le systSme magn^tique est un 
systSme permettant de creer un champ magnStique fixe ou 
variable engendrant 1 'application d'une force sur les 
billes magnetiques, capable de les immobiliser ou de 

10 les deplacer. II peut Stre constituS d'un ensemble 
d'aimants ou de bobines- 

II peut s'agir egalement d'une bobine integree, 
r§alisie par exemple par des procSd^s de micro- 
technologie tel qu'un d^p6t de matSriaux et de rSsines 

15 photosensibles de masquage, une insolation de ces 
resines, des gravures de motifs a I'echelle du micron, 
par exemple- Des bobines de ce type sont par exemple 
fabriqu^es collectivement au moyen des technologies 
precitees pour realiser des tetes de lecture/ecriture 

20 de disques durs . 

Selon 1' invention, aprds avoir ete transportees, 
les particules magnetiques peuvent etre 'remises en 
suspension, par exemple dans le deuxieme contenant, par 
annulation du. champ magnetique cree par le systeme 

25 magnetique* 

Selon une variante de la presente invention, les 
inventeurs foumissent egalement un procSde de 
concentration d'un analyte present dans un €chantillon 
dans lequel : 

30 - on prepare a partir de I'echantillon une 

solution A dans laquelle 1' analyte est fixg sur -des 
particules magnStiques, 
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on introduit la solution A dans un premier 
contenant de volume a relig via un goulet 
d'Stranglement k un deuxi^me contenant de volume P, le 
volume p Stant plus petit que le volume a, 
5 - on dSplace au moyen d'un systdme magnet ique 

I'analyte fix€ sur les particules magnStiques du 
premier contenant jusqu'au goulet d' etranglement , 

on libere I'analyte fixe sur les particules 
magnStiques* desdites particules au niveau du goulet 
10 d' etranglement , 

on transporte par dSplacement d'un liquide 
I'analyte du goulet d' etranglement vers le deuxidme 
contenant . 

Selon une variante du procede de concentration de 

15 la presente invention, I'analyte peut etre libere dans 
le deuxiSme contenant, et l^analyte. peut etre d6plac6 
soit sous transport du. liquide contenant les analytes, 
soit avec transport par deplacement d*un licjuide du 
second contenant vers un troisidme contenant. 

20 Selon 1' invention, on peut deplacer les particules 

magnetiques liberies de I'analyte du deuxieme contenant 
au premier contenant via le goulet d' Etranglement, ou 
du goulet d' Etranglement audit premier contenant, au 
moyen d'un systdme magnStique. 

25 Selon 1' invention, comme decrit ci-dessus, 

I'analyte peut §tre libErS des particules magnStiques 
par modification des conditions physiques ou chimiques 
par exemple par chauffage ou par reaction avec au raoins 
une substance prEsente dans 1' autre solution. 

30 Selon 1' invention, un agent d' immobilisation de 

I'analyte peut etre fixS sur tout ou partie d'au raoins 
* une parol du deuxidme contenant ou de tout support 
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solide present dans ledit deuxieme contenant. De tela 
supports peuvent par exemple etre constituSs par des 
billes de silice, des billes de verre pleines, creuses 
ou poreuses, des particules de quartz, des grains de 
5 sable, des grains de verTtiiculite, zeolite et/ou 
feldspath, de la laine de verre et/ou de roche, des 
billes d'argile, des particules de liSge, des billes de 
polystyrene, de polySthylSne, de polypropylene, de 
polyethylene de petite taille agglotnerSes, de porositS 

10 et d'gpaisseur variables, de billes de latex, de billes 
rev§tues de gelatine, et de grains de risine. 

Selon 1' invention, le goulet d'fitranglement peut 
itre sous la forme d'un capillaire. Cette forme peut 
etre intSressante par exemple pour limiter la diffusion 

15 de I'analyte du deuxiime contenant vers le premier 
contenant lorsque ledit analyte a ete liberi des 
particules magnStiques. 

La presente invention fournit Sgalement un procede 
20 de mise en evidence d'un analyte dans un echantillon 
dans lequel : 

on procede S une concentration de 1' analyte 
au moyen d'un procede de concentration de la prisente 
invention, 

25 - on met en Evidence 1' analyte dans le deiaxieme 

contenant ou dans tout autre contenant relie 
directement ou indirectement au deuxieme contenant. 

Le deuxieme contenant ou chambre de reaction ou 
tout autre contenant reliS directement ou indirectement 

30 au deuxiieme contenant peut contenir un ou des 
rSactif (s) sees ou en solution destine (s> Sl reagir 
directement ou indirectement avec 1' analyte. Par 
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indirectement on entend que plusieurs reactions 
chimiques successives peuvent etre realisees sur 
I'analyte ou xm de ses derives obtenu. Des particules 
raagnetiques sous forme de pastilles sont decrites dans 
5 I'Stat de la technique, par exetnple dans le document 
EP-A-0 811 694. La fabrication des pastilles est 
^galement bien d^crite dans l'6tat de la technique, par 
exemple dans les documents US-A-4, 678, 812 et 
US-A-5,275, 016. Cette fabrication fivoquge ci-dessus 
10 peut etre utilisee pour la synthese des autres 
pastilles qui seront ' exposSes par la suite, telles 
que : 

- une pastille qui comporte des constituants 
structurels, comme des dNTP, des amorces ou des ions, 

15 permettant 1 • amplification ult^rieure telle que decrite 
dans le brevet US-A-5, 098, 893 ou 1 'article "Ambiant- 
temperature-stable molecular biology reagents" R. 
Ramanujam et al., Product Application Focus, vol. 14, 
n^3 (1993), 470-473, par exemple, 

20 - une pastille contenant des constituants 

fonctionnels, tels que des enzymes qui, associes avec 
les constituants structurels prScedemment citSs, 
permettent la conduite d'une amplification. Des 
exemples de telles pastilles sont donnes dans le brevet 

25 US-A-4 891 319, les demandes de brevet WO-A-87/00196 et 
WO-A-95/33488 ou 1' article "Extraordinary stability of 
enzymes dried in trehalose : simplified molecular 
biology", de C. Cola^o et al., Bio/Technology, vol. 10, 
September 1992, 1007-1011. 

30 On peut par exemple prevoir, selon la prSsente 

invention, des plots d* hybridation fixSs sur une 
surface du deuxidme contenant de manigre k ce. qu'ils 
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soient accessibles a I'analyte lorsqu'il se trouve dans 
le deuxidme contenant. Ceci peut etre realist par 
example sous la forme d'une puce a ADN intigree. Ainsi, 
selon la pr^sente invention, lorsque I'analyte ^ mettre 
5 en evidence est un acide nuclSique, il peut gtre mis en 
Evidence par une technologie de puce S acide nuclgique, 
Selon la pr§sente invention, le deuxidme contenant 
peut done Stre un reservoir d'un raicrocomposant , par 
exemple d'une biopuce/ par exemple d'tine puce Sl ADN. 

10 Par biopuce, on entend tout support solide sur lequel 
sont fixes des ligands', et en particulier par une puce 
a ADN, on entend tout support solide sur lequel sont 
fix6s des acides nucleiques. La methode de fixation" des 
ligands peut §tre rSalisSe de diff^rentes maniSres et 

15 notamment par adsorption ou covalence comme par exemple 
la synthese in situ par les techniques de 
photolithographie ou par un systdme piSzo-electrique, 
par dep6t capillaire de ligands preformes. A titre 
d' illustration, des exemples de ces biopuces appliques 

20 aux puces a ADN sont donnes dans les publications de G. 
Ramsay, Nature Biotechnology, 16, p. 40-44, 1998 ; F. 
Ginot, Human Mutation, 10, p. 1-10, 1997 ; J. Cheng et 
al.. Molecular diagnosis, 1(3), p. 183-200, 1996 ; T, 
Livache et al., Nucleic Acids Research, 22(15), 

25 p. 2915-2921, 1994 ; J. Cheng et al . , Nature 
Biotechnology, 16, p, 541-546, 1998 ou dans les brevets 
US 4,981,783 (Augenlicht) , US 5,700,637 (Southern), US 
5,445,934 (Fodor) , US 5,744,305 (Fodor) , US 5,807,522 
(Brown) . 

30 Selon 1' invention, le deuxiSme contenant peut §tre 

aussi une chambre d' entree vers un autre contenant d'un 
autre proc6dS, Ainsi/ le deuxiSme contenant peut gtre 
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relie directement ou indirectement ^ un autre contenant 
utilise pour d'autres reactions chimiques ou etapes de 
precede ciblant I'analyte ou un de ses derives telle 
qu'une purification, une amplification, un marquage, 
5 etc. Par exemple, 1' autre contenant ou charnbre peut 
etre une chambre de PGR pour amplifier un gene, 
Sventuellement avec ensuite une analyse dans un 
laboratoire sur puce ("micro-total analysis system" : 
MicroTas) . 

10 NSanmoins, toutes les techniques d' amplification 

peuvent etre utilisSes.* Ainsi, pour 1 'amplification des 
acides nuclfiiques, ' il existe entre autres les 
techniques suivantes : 

- PGR (Polymerase Chain Reaction) , telle que 
15 decrite dans les brevets US-A-4 683 195, US-A-4 683 202 

et US-A-4 800 159, 

- LGR (Ligase Ghain Reaction) , expos^e par exemple 
dans la demande de brevet EP-A-0 201 184, 

- RGR (Repair Ghain Reaction) , decrite dans la 
20 demande de brevet WO-A.-90/01069, 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec 
la demande de brevet WO-A- 90/06995 , 

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based 
Amplification) . avec la demande de brevet WO-A-91/02818 , 

25 - SPSR (Single Primer Sequence Replication) avec 

le brevet 'US-A-5 194 370, et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec 
le brevet US-A-5 399 491. 

Selon 1' invention, d'autres reactifs peuvent etre 
30 utilises, tels que des reactifs lyophilises, par 
exemple pour faire un test homogene de detection de 
I'analyte, par exemple par transfert de fluorescence. 
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Selon 1' invention, de maniere non limitative, 
I'analyte est defini ci-dessus. 

La prisente invention fourait Sgalement un 
5 dispositif de transport d'un analyte fixe sur des 
particules magnStiques present dans tin liquide, ledit 
dispositif comprenant : 

un premier contenant destinS k contenir un 
liquide et^ reli6 via un goulet d'Stranglement a . un 
10 deuxiime contenant, 

un systSme m^gn§tique permettant de deplacer 
les particules magriStic[ues sur lesquelles est fix6 
I'analyte du premier contenant au deuxieme contenant 
via le goulet d'Stranglement . 
15 Selon 1' invention, les volumes des premier et 

deuxidme contenant s sont de preference adaptes aux 
volumes de solutions manipuler. Ces volumes peuvent 
Stre inferieurs ou egaux S 10 ml. 

20 La presents invention fournit egalement un 

dispositif de concentration d'un analyte fixe sur des 
particules magnet iques present dans un liquide, ledit 
dispositif comprenant : 

un premier contenant de volume a destine i. 

25 contenir un liquide relie via un goulet d' etranglement 
a un deuxidme contenant, 

ledit deuxieme contenant de volume P plus 
petit que le volume a du premier contenant, et 

un systSme magnStique permettant de dSplacer 
30 les particules magn€t iques sur lesquelles est fixe 
I'analyte du premier contenant au deuxidme contenant 
via le goulet d' Stranglement . 
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Certains elements de ces dispositifs ont deja ete 
dgcrits pour le precede de la presente invention, et 
devrons §tre pris en consideration avec la description 
ci-dessous. 

5 Selon la presente invention, ces contenants sont 

utilisables par exemple comme chambres de reaction. Les 
techniques prScit§es permettent Sgalement de rSaliser 
des capillaires de section de quelques microns -carrSs ^ 
quelques centaines de milliers de microns -carrSs pour 
10 le transfert de solutions, ou d'un analyte fixe sur des 
microparticules, selori la presente invention, d'un 
premier contenant Sl un deuxidme contenant, par exemple 
d'une chambre de reaction a une autre chambre- de 
reaction. 

15 Selon 1' invention, le rapport des volumes a/p peut 

etre par exemple de 10 a 1000. 

Selon 1' invention, le premier contenant peut par 
exemple avoir un volume- d' environ 0,1 a 100 fxl . 

Selon 1' invention, le deuxieme contenant peut 
20 avoir un volume d' environ 0,01 a 1 ^1. 

invention permet done une reduction de volume 
qui est de 100 a 1000 fois superieure a ce qui pouvait 
§tre atteint par les pratiques de laboratoire ou de 
systdmes "macroscopiques" automatises de I'art 
25 anterieur manipulant des liquides avec des pipettes et 
des flacons de quelques dizaines de microlitres. Elle 
permet de ce fait de concentrer un Schantillon par le 
m§me facteur 100 a 1000. 

En effet des techniques de photolithogravure de 
30 sxibstrats solides, par exemple de silicium, de silice, 
ou de verre, ou de moulage de grande precision de 
matieres plastiques, permettent la realisation de 
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contenants de dimensions submillimetriques, voire de 
I'ordre de quelques microns dans au moins une 
direction, qui peuvent done avoir des volumes rSduits H 
des fractions de micro-litre. 
5 Selon 1' invention, le premier contenant et/ou le 

deuxiSme contenant peuvent/peut avoir une forme qui 
converge vers ledit goulet d'§tranglement • Le goulet 
d'etranglement peut gtre par exemple sous la forme d'un 
capillaire tel que decrit dans le paragraphe precedent. 

10 Selon 1' invention, le goulet d'etranglement peut 

par exemple avoir une' section comprise entre 1 ixm^ §l 
1 mm^, preferentiellement 100 /im^ a 0,1 mm^. 

Selon * 1' invention, le deuxieme contenant' et/ou le 
■goulet d' Stranglement peut/peuvent etre muni{s) de 

15 canaux d' entree/sortie de fluides. Ces canaux ont bien 
entendu une section adaptSe en fonction des volumes de 
solution qu'ils sont destines a contenir. Ainsi, par 
exemple pour une mise en Evidence de I'analyte, 
lorsqu'il s'agit d'un acide nucleique, dans le deuxieme 

20 contenant par une hybridation sur des sondes de capture 
portees par un support solide, ces canaux peuvent etre 
utilises pour faire les lavages necessaires avant 
I'etape de lecture. 

Selon 1^ invention, les dispositifs precites 

25 peuvent comprendre un event' sous forme de capillaire 
present au niveau du deuxieme contenant et reliant 
directement celui-ci S I'exterieur. Lors des operations 
de remplissage et/ou de transfert de fluide dans le 
deuxieme contenant, cet ivent sert a Svacuer le fluide 

30 initialement present dans le contenant que ce soit de 
I'.air ou du liquide- La presence d'air dans le deuxiSme 
contenant n'est qu'une Sventualite. II peut y avoir des 
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Events a d'autres endroits, par example au niveau du 
goulet d'etranglement , du premier contenant etc, Ces 
Events de mise S I'air libre peuvent gtre commandos par 
exemple par des vannes t billes. 
5 L' invention permet done grSce i 1' utilisation de 

techniques de micro- technologies de s'intigrer dans les 
dispositifs appelfis aujourd'hui labopuce, ou "lab-on-a- 
chip" ou bien encore "micro-Total-Analysis-System" 
(MicroTAS) dans la terminologie anglo-saxonne. 

10 Dans 1' exemple "lab-on-a-chip" le dispositif de la 

presente invention peut Stre combine a d'autres 
fonctions pour former un systSme plus complet et plus 
prScis d' analyse biologique. 

Par exemple, le dispositif de la prSsente 

15 invention peut Stre le premier Element d'un ensemble 
comprenant : 

1. un module de concentration/reduction de 
volume , 

2. un module d' amplification, 

20 3, un module de separation, par exemple par 

Slectrophorese , 
4. un module de detection. 

Un exemple de dispositif integre comprenant les 
elements 2, 3 et 4 ci-dessus est decrit dans la 
25 reference M.A. Burns et al . , An Integrated Nanoliter 
DNA Analysis Device, Science, vol 282, 16 oct 98. 

Dans certaines realisations de la presente 
invention, les concepts de chambre de rSaction et de 
canaux de transfert peuvent done se confondre puisque 
30 ces labopuces permettent la realisation de precedes en 
continu pour lesquels les reactions se font dans des 
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capillaires, par exemple dans certaines techniques 
d'electrophorSse capillaire et de PGR. 

L' invention peut par exemple etre utile quand 
I'analyte recherchS est initialement present dans un 
5 Schantillon de grand volume mais en quantity limitee. 

L' invention proposSe permet, par exemple par la 
mise en osuvre des micro- technologies pr^citees, de 
concentrer une solution de molecules que l*on veut 
dStecter, pu de d^placer un analyte d'une premiere 
10 solution vers une devixiSme solution dans un volume 
infgrieur au microlitre, compl^tement inaccessible par 
les proc6d§s classiques de laboratoire, 

La pr^sente invention peut Stre mise en (Euvre^par 
exemple dans un systdme de diagnostic in vitro 
IS automatise, ou un systdme de detection de contaminants 
biologiques dans des domaines tels que 
1 ' agroalimentaire et/ou le contr61e microbiologique 
industriel . 

L' invention peut §tre appliquee par exemple pour 
20 la detection ultrasensible sans amplification de 
pathogenes dans un ^chantillon biologique, Les acides 
nucleiques des pathogenes potentiellement presents dans 
un echantillon peuvent etre extraits par des techniques 
habituelles. lis peuvent ensuite etre purifies et 
25 concentres, tou jours par des techniques standards, 
jusqu'a un volume de tampon de quelques dizaines de 
microlitres . 

L' utilisation du dispositif de la pr§sente 
invention ou • micro- composant permet dans ce cas de 
30 concentrer le materiel biologique dans le volume de la 
chambre de reaction qui correspond au deuxieme 
composant. hk, des etapes ultSrieures d» hybridation sur 
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support plan et de detection permettent de dStecter la 
presence ou non d'acides nucleiques de sequence donnSe, 
caractSristique de 1' infection de 1 ^ echantillon. 

L' utilisation de 1' invention permet done 
5 d'augmenter trds fortement la sensibilite d'un test, Sl 
performances 6gales du syst^me de detection. 

La pr^sente invention peut par " exemple itre 
appliqu^e pour ameliorer les immuno-essais • En effet, 
pour les ^immuno-essais dans lesquels se pose un 
10 problSme de sensibility, 1' utilisation de 1' invention, 
comme prgcgdemment decrite, en concentrant le materiel 
biologique dans un volume trds faible, permet 
d'augmenter fortement leur sensibilite. 

Pour les immuno-essais ovi la quantite de materiel 
15 biologique Sl dgtecter est suffisante, 1 'utilisation de 
1* invention permet de concentrer le preldvement, et 
done de diminuer la dur^e de la reaction immunologique • 
D'autres caractSristiques et avantages 

apparaitrons encore dans les exemples ci-dessous, 
20 donnes bien entendu S titre illustratif et non 
limitatif, en reference aux figures annexees. 

Breve description des figures 

La . figure 1 est une representation 
25 schematique en perspective et eclatee avec une coupe 
partielle d'un premier mode de realisation d'un 
dispositif selon la pr^sente invention, 

La figure 2 est une representation 
schematique en perspective et eclatge d'un deuxidme 
30 mode de realisation d'un dispositif selon la prSsente 
invention. 
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La figure 3 est une representation 
sch^matique en perspective et eclatSe avec une coupe 
partielle d"un troisiSme mode de realisation d'un 
dispositif selon la prSsente invention, 
5 - La figure 4 est xme representation 

schematique d'un premier aimant utilisable pour la mise 
en oeuvre de la prSsente invention, et 

La figure 5 est une repirSsentation 
schematique d'un deuxidme aimant utilisable pour la 
10 mise en oeuvre de la prSsente invention, 

Sur ces figures, les references identiques 
indiquent des Pigments identiques. 

Examples 

15 

Example 1 : exemple de preparation de la solution A 

L • echantillon biologique est trait§ par des moyens 
classiques de biologie moieculaire pour obtenir une 
solution contenant les molecules d'ARN cible k 

20 detector ; cette solution a un volume de 
200 microlitres et la solution tampon est la suivante : 
Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl IM, triton X-10 0^ 0,05%, ADN 
de saumon 0,14 mg/ml. 

On ajoute a cette solution 2 fil d'une solution 

25 d' oligonucleotides de capture ; cette solution 
d' oligonucleotides de capture est constitute de": Tris 
10 mM, EDTA ImM, pH 8, oligonucleotide de capture 
IO^VmI / 1 'oligonucleotide de capture est un 
oligonucleotide, biotyniie en 5', d'une sequence par 

30 exemple de 32 bases, compiementaire d'une sous-sequence 
de I'ADN cible. 
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Incubation pendant 2h ^ 35°C. 

Introduction de 1 fil de particules Immunicon 
Corporation, streptavidine ferrofluide, non dilutes. 
Incubation 30 minutes t 35<>C. 
5 Dans ces conditions, plus de 95% des molecules 

cibles se trouvent immobilis^es sur les particules 
magnStiques • 

Example 2 : dispositif selon un premier mode de 

10 realisation de la pr^sente invention 

Le dispositif ou composant dgcrit dans cet exemple 
est un micro- composant qui permet de rSduire d'un 
facteur 100 S 1000 le volume de tampon dans lequel se 
trouve un analyte recherche, tout en conservant la 

15 . quantity d' analyte prSsente dans 1 ' gchantillon initial. 

L' architecture genprale du composant 1 est 
representee k la figure 1. II est constitue d»une 
chambre d' introduction 3, eventuellement prolongee par 
un dispositif d * introduction constitue des pieces 13 et 

20 15, reliee a une chambre de reaction 7 par 
1 » intermidiaire d'un goulet d'etranglement 5, ici 
represents sous la forme d'un capillaire. 'Les formes 
particuliSres des deux chambres sont donnees a titre 
d» exemple. Lea chambres et le capillaire peuvent etre 

25 de- forme ou de taille diffSrente suivant 1 'application 
ou la technologie de fabrication du composant. La 
figure 1 suggere un mode de fabrication selon lequel le 
composant est fabrique en gravant les chambres et le 
goulet d'Stranglement dans un materiau plan, puis en 

30 assemblant par collage ou tout autre mode de fixation 
le couvercle 11. C'est un mode de fabrication possible, 
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mais 1* invention n'est pas dependants de ce mode de 
fabrication. Toute autre technologies en particulier : 

• permettant de creuser un matSriau directement pour 
r€aliser des cavitSs de la forme des chambres et du 

5 goulet d'etranglement, 

• ou qui consisterait It creuser les chambres 3 et 7 
ainsi que le goulet d'^tranglement dans la plaque 
supirieure, dans I'exemple dans le couvercle 11, au 
lieu de les creuser dans la plaque inf^rieure, 

10 pourrait etre utilisee pour fabriquer le dispositif . 

On peut citer par exemple les techniques k 1' image 
de la "LIGA" utilisant la lithographie, la 
galvanoplaatie et le moulage. 

Un event 9 permet 1' evacuation des fluides air ou 
15 liquide lorsqu'on remplit ou transfSre des liquides 
dans les chambres. 

L* echantillon et les diff§rents reactifs ou 
tampons peuvent etre introduits dans les dispositifs de 
differentes manieres. Nous en donnons deux ici a titre 
20 d'exemples. 

Ce premier mode de realisation, illustre sur la 
figure 1, est realise en pratiquant un orifice dans le 
couvercle 11 du dispositif et en equipant cet orifice 
d'une cuvette conique 15, Une piece cylindrique 13 sert 
25 k maintenir la cuvette conique en position et Sl assurer 
l»6tancheit6 entre la cuvette conique et le dispositif. 
. En appliquant par exemple une pipette, un embout de 
diluteur ou de seringue, sur la cuvette conique, on 
peut "pousser" le tampon ou un reactif a I'interieur du 
30 dispositif en exeripant xine pression sur le liquide. 
L'air ou tout autre fluide liquide ou gazeux 
initialement present dans le dispositif sera evacuS du 
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dispbsitif par l'6vent 9. Get event debouche ici dans 
la charabre de reaction, mais il pourra etre place 
suivant les cas S d'autres endroits du dispositif. On 
pourra mSme gventuellement disposer de plusieurs 
5 Events • 

Un second mode de realisation pour 1 ' introduction 
de liquide dans le dispositif est reprSsente ^ la 
figure 2. Dans ce mode de realisation 1(a), les 
liquides sqnt introduits par un capillaire 17, lui-meme 
10 connects ^ I'extSrieur du dispositif par une interface, 
non representee sur la figure. Le couvercle 19 ne 
coraprend pas d' orifice. 

Exemple 3 ; concentration avec transport sur particules 

15 maqnetiques 

Le precede decrit dans cet exemple permet de 
reduire d*un facteur 100 a 1000 le volume de tampon 
dans lequel se trouve un analyte recherche, tout en 
conservant la quantite d' analyte presente dans 

20 1 'echantillon initial. II met en oeuvre le dispositif 
represents dans 1 ' exemple precedent . 

Le composant est prealablement rempli' de tampon 
sans analyte recherche et sans particule magnetique. Ce 
tampon peut Stre introduit en versant la quantity 

25 necessaire dans la cuvette conique 15 representee sur 
la figure 1, et en appliquant une press ion ' pneumatique 
dans cette cuvette conique. Une fois le composant 
rempli, le tampon en excSs present dans la cuvette 
conique 15 est retirS, par exemple t I'aide d*une 

30 pipette. 

L'Schantillon composS d'une certaine quantite de 
tampon, par exemple de I'ordre de 30 jLtl, dans lequel 
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les analytes recherchSs ont gtS prealablement fixSs sur 
des particules magnStiques est dSposS dans la cuvette 
conique 15. 

Les particules magnet iques sont ensuite attirees 
5 vers le fond de la charobre d' introduction 3 (figure 1) 
k I'aide d'un aiinantr par exemple I'aimant 30 de la 
forme indiqu^e S la figure 4 positionne sous le 
dispositif, & 1' aplomb de la cuvette conique. Les 
particules . magnStiques sont alors rassemblSes en un 
10 culot de petite taille. 

A I'aide d'un autre aimant, par exemple I'aimant 
40 de la forme indiquge Sl la figure 5, disposS de telle 
sorte que le dispositif se trouve dans son entrefer"42, 
le culot est attirS et transports de sa position 
15 initials dans la premiere chambre d' introduction 3, t 
travers le capillaire 5, dans la chambre de reaction 7, 
L'analyte est ensuite libere des particules 
magnetiques par chauffage (elution) a 1 * interieur de la 
chambre de reaction 7. Pendant cette operation^ les 
20 particules magnetiques sont eventuellement remises en 
suspension dans la chambre de reaction 7 en retirant 
1 ' aimant • 

Les particules magnetiques sont de nouveau 
rassemblSes en un culot dans la chambre de reaction 7 

25 en utilisant a nouveau un aimant, par exemple .de la 
forme presentee sur la figure 4. Elles sont ensuite 
transportees Sl nouveau al travers le capillaire 5, mais 
en sens inverse que precedemment , de la chambre de 
reaction 7 vers la chambre d* introduction 3, en 

30 utilisant un aimant, par exemple de la forme pr§sentSe 
Sl la figure 5. 
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Le resultat final de cette suite d' operations est 
le transport de la totalite des analytes de la cuvette 
conique 15 vers la chambre de reaction 1, de volume 
beaucoup plus faible, 

5 

Exettiple 4 : concentration avec transport fluidique 

Le procedS decrit dans cet exemple est une 
variante du precedent, 

Comme pr§c6demment , le composant est prSalablement 

10 rempli par du tampon sans particule raagn§tique. 
L'Schantillon compose d'une certaine quantity de 
tampon, par exemple de I'ordre de 30 ^1, dans lequel 
les analytes recherch^s ont Ste prealablement fixes "sur 
des particules magn^tiques est d€pos§ dans la cuvette 

15 conique 15. Les particules magnStiques sont attirSes 
vers le fond de la chambre d' introduction 3 (figure 1) 
H I'aide d'un aimant, par exemple de la forme indiquee 
i la figure 4. Les particules magnetiques sont alors 
rassemblees en un culot de petite taille. 

20 A I'aide d'un autre aimant, par exemple de la 

forme indiquee ^ la figure 5, dispose de telle sorte 
que le dispositif se trouve dans son entrefer, le culot 
est attire et transports de sa position initiale dans 
le capillaire. 5 (et non plus dans la chambre de 

25 reaction 7) . 

L'analyte est libere des particules magnetiques 
par chauffage (glution) k I'intSrieur du capillaire 5. 
Pendant cette operation, les particules magnetiques 
sont ^ventuellement remises en suspension dans le 

30 capillaire en retirant 1' aimant. 

Les particules magnetiques sont a nouveau 
rassemblees en un culot dans le capillaire en utilisant 
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a nouveau un aimant, par exemple de la forme presentSe 
a la figure 4. A ce moment, les analytes sont libres en 
solution i I'interieur du capillaire. En poussant du 
tampon k 1 » int^rieur du dispositif par une surpression 
5 au niveau de la cuvette conique 15, on provoque un 
dSplacement de liquide dans le capillaire vers la 
charabre de reaction 7. Les analytes en solution sont 
ainsi entraln^s par le dgplacement du liquide dans la 
chambre de. reaction 7. Les particules magnStiques, 
10 elles, restent en position dans le capillaire, 
maintenues en position sous forme de culot par I'aimant 
fixe. 

Le resultat final de cette suite d' operations "est 
comme prgc6demment le transport de la totality des 

15 analytes de la cuvette conique 15 vers la chambre de 
reaction 7, de volume beaucoup plus faible. 

Selon une variants de ce precede, les particules 
magnet iques sont sous la forme d'entitSs seches dej^ 
presentes dans la chambre d' introduction 3. De telles 

20 entites sont bien decrites dans les brevets 
US-A'5, 750,338 et 4,672,040. L ' introduction de 
I'echantillon, dans ladite chambre 3, solubilise les 
particules magnetiques qui se fixent alors a I'analyte 
present des le. depart dans ledit echantillon. 

25 

Exemple 5 : utilisation de 1' invention pour mettre en 
Evidence I' analvte dans un test de detection homoagne 

Dans cet exemple, I'analyte est mis en evidence en 
utilisant la technique des "Molecular Beacons", telle 
30 qu'elle est decrit dans Tyagi, S. and Kramer, F.R., 
Nat. Biotechnol. 14:30-308, 1996. 
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Brievement, cette technique consiste a mettre les 
molecules cibles avec des sondes nucl^iques, les 
"Molecular Beacons", qui ont la structure suivante : la 
sequence sonde, complSmentaire de la cible, est 
5 prolong^e de part et d^ autre par deux bras de quelques 
nucleotides de long, complementaires I'un de 1' autre. 
Un fluorophore, par exemple le groupe EDANS, est fixS ^ 
I'un des bras, alors qu'un inhibiteur de fluorescence, 
par exemplq le groupe DABCYL est f ixg i 1 ' autre bras . 
10 En 1' absence de cible, les deux bras de la sonde 
s'hybrident I'un sur 1 'autre et la fluorescence de 
EDANS est gteinte par le DABCYL. Quand la sonde 
s'hybride sur la cible, les deux groupes se' trouvent 
eioignSs I'un de 1' autre, et la fluorescence de EDANS 
15 est liberee. Ainsi, la pr§sence et meme la 
concentration de I'analyte, est revelSe par le signal 
de fluorescence et 1' intensity de ce signal. 
La tnise en oeuvre de cette technique dans un dispositif 
conforme a 1' invention est par exemple la suivante : 
20 1. Preparation de la solution A a analyser, 

I'analyte §tant un acide nucleique, 
2- Remplissage du deuxieme contenant 7 du 
dispositif, ainsi que du goulet d'etranglement 
5 et du fond 3 du premier contenant par "une 
25 solution de revelation, contenant les sondes 

nucleiques precedemment definies nScessaires a 
la detection de I'analyte. 
3. Introduction de la solution A dans le premier 
contenant 3 prolonge par le c6ne 15, 
3 0 4. Concentration magnitique des particules 

magnet iques dans le fond du premier contenant 
3, puis transport magnetique des particules 
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magnetiques dans le deuxieme contenant 7, par 
exemple selon 1-es modalites decrites dans 
I'exetnple 3, 

5. Chauffage i 60 °C de 1' ensemble du dispositif, 
5 attente de 1 ^ 2 minutes a cette temperature. 

L'analyte est alors libSrS des particules, 

6. Transport magn^tique des particules 
magnStiques du deuxidme contenant 7 vers le 
premier contenant, 

10 7. Mise H la temperature adequate pour 

1 'hybridation ' de la sonde nuclSique beacon, 
par exemple 25**C, 
8. Lecture de la fluorescence dans le' deuxidme 
contenant 7 par exemple en pla^ant le 
15 dispositif sous un microscope ^ 

gpi- fluorescence equipe d'un 

photomultiplicateur . 
L'avantage de cette procedure par rapport ^ I'gtat 
de l^art est de concentrer dans un rapport alpha/beta 
20 l^analyte, par exemple de 100 fois, et done de diminuer 
relativement la fluorescence r^siduelle des sondes 
"Molecular Beacons et ainsi augmenter d'autant le 
' rapport signal sur bruit intrinseque k cette technicpie 
de mise en evidence d'un analyte. La sensibilite du 
25 test est done augmentee d'autant. 

Exemple 6 : utilisation de 1' invention pour mettre en 
evidence l'analyte a I'aide d'une puce a ADN 

Dans cet exemple, l'analyte est mis en evidence 
30 par hybridation sur urie puce a ADN ; la puce k ADN a 
I'avantage, par rapport S la technique de marquage 
presentee 1' exemple 5, de pouvoir faire beaucoup 



wo 02/43865 



30 



PCT/FROl/03743 



d'hybridations en parallele, done d'offrir au 
biologiste une puissance analytique bien plus grande. 

Dans cet exemple, le fond du deuxiSme contenant 7 
est une puce i. ADN, constituee par exemple d'une 
5 vingtaine de plots d' hybridation. La puce est fabriquee 
par dSpdt d'ADN selon les moyens standards de I'etat de 
I'art des puces a ADN, 

La mise en oeuvre de cette technique dans un 
dispositif ,conforme ^ 1* invention pent Stre par exemple 
10 la suivante : 

1. Preparation de la solution A S analyser, 
I'analyte etant un acide nucleique, marque par 
un groupement fluorescent, par exemple de" la 
f luoresc^ine , par des moyens classiques de 

■15 I'Stat de I'art, 

2. Remplissage du deuxieme contenant 7 du 
dispositif, ainsi que du goulet d* etranglement 
5 et du fond 3 du premier contenant par le 
tampon d* hybridation, par exemple : Tris 

20 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM, NaCl IM, triton X-100 

0,05%, ADN de saumon 0,14 mg/ml, 

3. Introduction de la solution A dans le premier 
contenant 15, 

4. Concentration magnetique des particules 
25 magnetiques dans le fond 3 du premier 

contenant, puis transport magnetique des 
particules magnetiques dans le deuxieme 
contenant 7, par exemple selon les modalit^s 
d^crites dans 1' exemple 3, 
30 5. Chauffage a SO^C de 1' ensemble du dispositif. 

L'analyte est alors libere des particules. 
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6. Transport magn^tique des particules 
magneticjues du deuxidme contenant 7 vers le 
premier contenant 3, 

7. Hybridation dans les conditions de temperature 
5 et de dur€e adequates pour la puce t ADN 

considSree. Par exemple, hybridation pendant 
30 minutes a 40*»C, 

8 . Lavage par passage dans le deuxidme contenant 
7,. au moyen de 1' entree et de la sortie de 

10 fluide par les ouvertures 21, 22 represents 

sur la figure 3, d'une solution de lavage, par 
exemple Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl IM, triton 

X-100 0,5%y 

9 . Lecture de la fluorescence presente sur la 
15 puce S ADN, par exemple en mettant le 

dispositif sous un microscope ^ 

epi-f luorescence equipe d'une camera CCD, et 
en utilisant un grossissement adequat. 
Comme dans 1' exemple precedent, la concentration 
20 de I'analyte avant son hybridation sur la puce a ADN 
permet une reaction plus rapide de l*analyte sur la 
puce a ADN, Cette acceleration de la cinStique par 
rapport a I'etat de l*art permet, soit de diminuer le 
temps d* hybridation, soit d'augmenter la sensibilite de 
25 detection du systeme, puisque cette sensibilite est en 
general limitee par la cinetique d' hybridation de 
I'analyte sur la puce k ADN. 



Exemple 7 t utilisation de 1' invention comme point 
30 d' entree d'un zxTAS 

Dans cet exemple, 1* invention sert de point 
d' entree k un /iTAS plus complexe qu'un dispositif 



wo 02/43865 



32 



PCT/FROl/03743 



compose seulement de deux contenants separes par un 
goulet d' etranglement . Nous prenons comme exemple de 
fxTAS celui presents par I'equipe de A. Northrup, qui 
consis.te en une chatnbre d* amplification, suivie d'une 
5 SlectrophorSse capillaire des produits amplifies et 
d'une detection (voir Anal. Chem. 1996, 68, 4081-4086) . 

Dans cet exemple, le deuxiSme contenant est en 
fait une chambre d" amplification par PGR, par exemple 
fabriquSe par les moyens des microtechnologies. Ceci 

10 signifie que le deuxiSme contenant est muni d'un moyen 
de chauffage, d'un moyen de ref roidissement , et d'un 
capteur de temperature, ce qui permet d'appliquer S 
I'gchantillon liquide contenu dans le ' deuxiSme 
contenant 7 des cycles thermiques. L'entrSe- sortie 21, 

15 22 de fluide coupant ce deuxidme contenant est le canal 
d'injection par SlectrophorSse de 1 'Schantillon 
amplifig dans le capillaire de separation. Le 
capillaire de separation n'est pas montre sur nos 
figures (voir figure 1 de 1' article sus-cite) , ni les 

20 microreservoirs perraettant 1 ' application des champs 
electriques necessaires a 1' injection puis Sl la 
separation par electrophorese. 

Le deiixieme contenant contient en outre des culots 
sees contenant tous les produits necessaires S 

25 1 ' amplification par PGR ; ces produits sont 
"glassifies" par des ' techniques bien connues, et les 
culots glassifies, en forme de bille, contenant les 
divers produits necessaires a 1 ' amplification, sont 
deposes dans le deuxieme contenant avant mise en place 

30 du couvercle. La fabrication de ces culots est bien 
dScrite dans I'gtat de la technique, par exemple 
US-A-4,678,812 et US-A-5,275, 016. 
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Le capillaire de separation contient en outre un 
gel de separation, par exemple de 1' hydroxy gthyl 
cellulose, qui lui-mSme contient un marqueur 
• fluorescent de I'ADN, par exemple le thiazole orange. 
5 Ainsi, les fragments d'ADN seront marquis par le 
thiazole orange au cours de leur migration 
filectrophorgtique dans le capillaire de separation, 

L' utilisation d'un tel dispositif est par exemple 
la suivante : 

10 1. Preparation de la solution A ^ analyser, 



I'analyte itan't un acide nuclgique. 



15 



2. 



Remplissage de 1' ensemble du dispositif, 
notamment des capillaires, par la* solution 
d ' €lectrophordse ; les culots de reactifs 
presents dans le deuxiSme contenant commencent 
a s'hydrater, 



3. 



Introduction de la solution A dans le premier 
contenant 15, 



20 



4. 



Concentration magnetique des particules 
magn^tiques dans le fond du premier contenant 
3, puis transport magnetique dans le deuxieme 
contenant 7, selon les modalites de 1* exemple 
3 ci-dessus. 



25 



5. 



Chauffage a 60*^C du deuxieme contenant 7. 
Attente de 10 a 30 minutes selon le culot de 
r^actif a dissoudre. En effet, ce chauffage a 
principalement pour but d'accSlgrer la remise 
en solution des culots de reactifs presents 
dans le contenant. 



30 



6. 



Cyclage thermique pour effectuer 1' operation 
d* amplification des cibles (il existe des 
particules magnetiques qui ne genent pas 
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1 'amplification, il n'est done pas nScessaire 
de les retirer de la chambre d'amplif ication) , 
7. Injection par ^lectrophorSse de 1 'gchantillon 
amplifi§ dans le capillaire de sortie, 
5 8- Electrophorise capillaire dans le capillaire 

de separation, par exemple, selon les 
modalitSs dScrites dans 1' article suscite, 
9. Detection des fragments amplifies par exemple 
par un microscope a epi- fluorescence Squipe 
10 d'un photomultiplicateur, le champ du 

microscope §tant situ§ en fin du capillaire de 
. separation. 

Dans cet exemple, le couplage de 1» invention a un 
systeme integre d' amplification et d ' eiectrophorese 
15 capillaire permet : 

• de concentrer 1 * 6chantillon avant amplification, 
par exemple de 100 fois, done de diminuer le nombre 
de cycles d' amplification necessaires (moins 8 
cycles environ) , ce qui limite les risques 

20 intrinseques a 1 ' amplification (biais 

d* amplification selon les sequences, risque de 
contamination croisee, . • - ) , 

• de diminuer le volume de 1 'Schantillon pour 
1 'amplification, done de diminuer les quantitSs de 

25 riactifs necessaires t 1 'amplification d'oCl un gain 

de co<it sur les rSactifs, 

• d'augmenter le nombre d'echantillons qu'il est 
possible de traiter en paralldle dans un mSme 
dispositif grSce Sl la diminution des dimensions de 

30 la chambre d' amplification. 

Par ailleurs, la rapidite avec laquelle s'effectue 
1' ensemble de la chaine, de I'ordre de* quelques minutes 
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pour le transport magn^tique, de 10 ^ 15 minutes pour 
1* amplification et de 1 ^ 2 minutes pour 
1 ' electrophorSse capillaire, permet d'obtenir des 
rSsultats d'excellente qualite, sans qu'il soit 
5 nScessaire d'isoler les compartiments par des vannes. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc§de de transport d'un analyte present dans 
une solution A dans lequel on dSplace au moyen d'lin 

5 systeme raagnStique I'smalyte fixe sur des particules 
magnetiques d'un premier contenant a un deuxieme 
contenant via un goulet d' etranglement , le deuxieme 
contenant etant rempli par ladite solution A et/ou par 
une autre aolution, 

10 

2. Proc6d§ de transport d'un analyte present dans 
un echantillon dans lequel : 

on prepare a partir de 1 'echantillon, dans un 
premier contenant relie via un goulet d' etranglement a 

15 un deuxieme contenant, une solution A dans laquelle 
1' analyte est fixe sur des particules magnetiques, 

.on d^place au moyen d'un systeme magnetique 
1' analyte fixe sur les particules magnetiques du 
premier contenant au deuxieme contenant via le goulet 

20 d' etranglement , 

le deioxiSrae contenant ^tant rempli par la solution A 
et/ou par une autre solution. 

3. ProcSde de transport d'un analyte present dans 
25 un Schantillon dans lequel : 

on prepare a paftir de 1' echantillon une 
solution A dans laquelle 1' analyte est fixe sur deq 
particules magnetiques, 

on introduit la ^solution A dans .un premier 
30 contenant reliS via Sl un goulet d' etranglement i un 
deuxiSme contenant, et 



wo 02/43865 



37 



PCT/FROl/03743 



on dSplace au moyen d'un systeme magnStique 
I'analyte fixg sur les particules magnStiques du 
premier contenant au deuxieme contenant via le goulet 
d' etranglement , 

5 le dexixiSme contenant Stant rempli par la solution A 
et/ou par une autre solution. 

4. Procede de concentration d'un analyte present 
dans un gchantillon dans lequel : 

10 - on prepare a partir de 1' echantillon, dans un 

premier contenant de volume a relie via un goulet 
d* etranglement a un deuxieme contenant de volume P, le 
volume P 6tant plus petit que le volume a, une solution 
A dans laquelle 1* analyte est . fixe sur des particules 

15 magnet iques, et 

on d^place au moyen d'un systeme magn^tique 
1' analyte fixS sur les particules magnStiques du 
premier contenant au deuxidme contenant via le goulet 
d' etranglement , 

20 le deuxieme contenant etant rempli par la solution A 
et/ou par une autre solution. 

5. Proc6d§ de concentration d'un analyte present 
dans un Schantillon dans lequel : 

25 - on prepare S partir de 1 'gchantillon une 

solution A dans laquelle 1' analyte est fixS sur des 

particules magnetiques, 

on .. introduit la solution A dans un premier 

contenant de volume a relie via un goulet 
30 d* etranglement a un deioxieme contenant de volume p, le 

volume P etant plus petit que le volume a, et 
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on d^place au moyen d'un systdme magnStique 
I'analyte fix6 sur les particules magnetiques du 
premier contenant au deuxidme contenant via le goulet 
d ' Stranglement , 

5 le deuxiime contenant etant rempli par la solution A 
et/ou par une autre solution, 

6. Precede selon I'une cjuelconque des 
revendications 1^5, dans lequel on libdre I'analyte 

10 fixe sur les particules magnStiques desdites particules 
dans le deuxieme contenant. 

7. ProcSde selon la revendication 6, dans lequel 
on dSplace au moyen d'un systeme magnetique les 

15 particules magnetiques liberies de I'analyte hors du 
deuxidme contenant. 

8. Procedg de concentration d'un analyte present 
dans un echantillon dans lequel : 

20 - on prepare a partir de 1' §chantillon, . dans un 

premier contenant de volume a reliS via un goulet 
d'etranglement a un deuxieme contenant de volume p, le 
volume P etant plus petit que le volume a, une solution 
A dans laquelle I'analyte est fix§ sur des particules 

25 magnetiques, 

on deplace au moyen d'un systSme magnStique 
I'analyte fixe sur les particules magnetiques du 
premier contenant jusqii'au goulet d' etranglement, 

on libdre I'analyte fixg sur les particules" 

30 magnetiques desdites particules au niveau du goulet 
d' etranglement / et 
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on transport e par d^placement de liquide 
I'analyte du goulet d'Stranglement vers le dexixieme 
contenant, les particules magnetiques Stant maintenues 
au niveau dudit goulet d'etranglement . 

5 

9. Proc6dS de concentration d'un analyte present 
dans un echantillon dans lequel : 

on prepare S partir de 1 ' echantillon une 
solution A, dans laquelle I'analyte est fixS sur des 
10 particules magn§tiques, 

on introduit* la solution A dans un premier 
contenant de volume a relie via un goulet 
d'etranglement a un deuxieme contenant de volume le 
volume P etant plus petit que le volume a, 
15 - on dgplace au moyen d'un systSme magnStique 

I'analyte fixi sur les particules magnetiques du 
premier contenant jusqu'au goulet d'etranglement, 

on libSre I'analyte fixS sur les particules 
magnetiques desdites particules au niveau du goulet 
20 d ' etranglement , et 

on transporte par dSplacement de liquide 
I'analyte du goulet d'etranglement vers le deiixidme 
contenant, les particules magnetiques etant maintenues 
au niveau dudit goulet d'etranglement. 

25 

10. Precede selon I'une quelconque des 
revendications 6^9, dans lequel on deplace au moyen 
d'un systSme magnetique les particules magnetiques 
liberees de I'analyte du deuxiSme contenant au premier 

30 contenant via le goulet d'etranglement, ou du goulet 
d'etranglement audit premier contenant. 
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11. Proced^ selon I'une quelconque des 
revendications 6 t 10, dans lequel I'analyte est libere 
des particules magnStiques par modification des 
conditions physiques ou chimiques par exemple par 

5 chauffage ou par reaction avec au moins une substance 
presente dans 1' autre solution. 

12. ProcSdS selon I'line quelconque des 
revendicatipns 1 i 11, dans lequel \m agent 

10 d' immobilisation de I'analyte est fixe sur tout ou 
partie d'au moins une parol du deuxi^me contenant ou de 
tout support solide present dans ledit deuxidme 
contenant. 

15 13. ProcSdS selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 12, dans lequel le goulet 
d'gtranglement est sous la forme d'un capillaire. 

14. Procede de mise en evidence d'un analyte dans 
20 un echantillon dans lequel : 

on procede a une concentration de 1 ' analyte 
au moyen d'un procede selon I'une quelconque des 
revendications prScedentes, et 

. - on met en evidence I'analyte dans le deuxieme 
25 contenant ou dans tout autre contenant relie 
directement ou indirectement au deuxieme "contenant . 

15. Precede selon la revendication 14, dans 
lequel I'analyte est choisi parmi un microorganisme tel 

3 0 qu'une bacterie, un champignon, \m virus, un compose 
chimiqiie, une molScule telle qu'un peptide, une 
protSine, un enzyme, un polysaccharide, un lipide, une 
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lipoprotSine, un lipopolysaccharide, \m acide 
nucl^ique, une hormone, un antig&ne, un anticorps, un 
facteur de croissance/ une cellule tumorale. 

5 16- Proc6d6 selon la revendication 14 ou 15, dans 

lequel I'analyte 6tant xm acide nuclfiique, il est mis 
en Evidence par une technologie de puce S acide 
nuclSique, prSfSrentiellement Sl ADN. 

10 17. Dispositif de transport d'un analyte fixS sur 

des particules magnStlques present dans un liquide, 
ledit dispositif comprenant : 

un premier contenant (3) destinS S contenir 
un liquide et relie via un goulet d' etranglement (5) Sl 

15 un deuxieme contenant (7) , et 

un systeme magn§tique permettant de dgplacer 
les particules magnetiques sur lesquelles est fixe 
1' analyte du premier contenant au deuxidme contenant 
via le goulet d' etranglement . 

20 

18. Dispositif de concentration d'un analyte fix6 
sur des particules magnetiques present dans un liquide, 
ledit dispositif comprenant : 

un premier contenant (3) de volume a destinS 
25 a contenir un liquide reliS via un goulet 
d' etranglement (5) ^ un deuxidme contenant (7), 

ledit deuxiSme contenant de volume p plus 
petit que le volume a du premier contenant, et 

un systeme magnetique permettant de deplacer 
30 les particules magnStiques sur lesquelles est fixS 
1' analyte du premier contenant au deuxieme contenant 
via le goulet d' etranglement . 
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19. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 17 ou 18, dans lequel le premier 
contenant et/ou le deuxieme contenant ont une forme qui 

5 converge vers le goulet d* etranglement . 

20. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 17 S 19, comprenant un event sous forme 
de capillai.re present au niveau du deuxiSme contenant. 

10 

21. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 18, dans lequel le systdme 
magnetique est constituS d'au moins un aimarit externe 
et/ou une bobine et/ou une bobine integree rSalisee par 

15 un precede de micro - technologie . 

22. Dispositif selon l*une quelconque des 
revendications 17 a 21, dans lequel le deuxidme 
contenant et/ou le goulet d' etranglement est/sont 

20 muni(s) de canaux d' entree^sortie de fluides. 

23. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 22, dans lequel le goulet 
d'4tranglement. a une section comprise entre 1 ptm^ ^ 

25 . 1 mm^, prSf §rentiellement entre 100 ixm^ et 0,1 mm^. 

24. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 17 ^ 23, dans lequel le rapport des 
volumes a/p est de 10 a 1000. 
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25. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 17 a 24, dans lequel le premier 
contenant a un volume d' environ 0,1 ^ 100 /il, 

5 26. Dispositif selon I'une quelconque des 

revendications 17 a 25, dans lequel le deuxidme 
contenant a un volume d' environ 0,01 t 1 /xl. 



/ 
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